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l. Resumen

Se caracterizd morfolégicamente el intestino espiral de Mustelus
mento (Carcharhiniformes, Triakidae) a partir de ocho ejemplares extraidos
en Valparaiso (Quinta Region) y Corral (Décima Regidn) entre noviembre
de 2002 vy julio de 2004. Los objetivos generales de este estudio fueron: 1)
Caracterizar morfoldgicamente el intestino de Mustelus mento 2) aportar
nuevos antecedentes bioldgicos y morfoldégicos a la identificacion vy
clasificacion de Mustelus mento y 3) aprender como bidlogo marino a

enfrentar una investigacion cientifica sobre una especie marina.

Los intestinos fueron prefijados en AFA mediante perfusion de la vena
dorsal intestinal y postfijados en inmersion con el mismo fijador. Se
disecaron las espiras intestinales para su estudio. Para la descripcion
macroscopica se utilizd una cdmara de video, fotografias y lupa
estereoscopica. Para el andlisis histolégico se realizaron inclusiones en
parafina y cortes de 7 um de espesor, tenidos con Hematoxilina-eosina,

Van Gieson, Alcian blue y PAS.

El intestino de Mustelus mento es de tipo codnico-espiral. Presenta
diferencias tanto en el patron de ordenacién de las vellosidades, como en
la altura y orientacién de los pliegues de la superficie de las espiras.

Histoldgicamente las espiras estdn compuestas internamente por: 1) la

vi



mucosa 2) la submucosa y 3) la adventicia. La mucosa estd dispuesta
hacia el lumen intestinal y estd formada por un epitelio monoestratificado
de células absortivas y caliciformes. Bajo el epitelio se encuentra la ldmina
basal, que le da soporte a las células epiteliales, luego se observa el corion
o ldmina propia y la muscular de la mucosa. La submucosa es rica en fibras
coldgenas dispuestas en gruesos manojos y contfiene un gran niUmero de
vasos sanguineos de diversos calibres. La capa adventicia se comunica al

exterior del intestino mediante una serosa.

Los céstodos encontrados confirman la especificidad entre los
pardsitos Orygmatobothrium musteli y Phyllobothrium lactuca con tiburones
del género Mustelus, por lo que este sigue siendo un cardcter de

identificacion junto con sus rasgos morfoldgicos externos e internos.

Es necesario profundizar los estudios con microscopia electrénica y
biologia molecular. Se senalan lineas de investigaciéon aun no desarrolladas
en nuestro pais, que podrian ser focos de investigacion en favor de la

conservaciéon, conocimiento y caracterizaciéon de tiburones en Chile.

La informacién sobre los aspectos bioldégicos de los tiburones y rayas
chilenas es muy escasa, por lo que esta tesis constituye un aporte al
entregar caracteres anatdmicos internos de Mustelus mento, tanto a nivel

mMacroscoOpico como microscopico.
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1. Infroducciodn

1.1. Aspectos generales de clasificacion

Los conceptos generales de clasificacion vy filogenia, asi como el
conocimiento de la composicidon ictiofaunistica de Chile, han
experimentado fuertes cambios desde fines del siglo XVIIl, cuando la
exploracion del Pacifico sudoriental aportd nuevos resulfados que llevaron
a un aumento explosivo en las cifras de taxa conocidos. Trabajos entre los
cuales se destacan los de Molina (1782); Gay (1848); Delfin (1901); Fowler
(1941; 1942-1943); Bahamonde & Pequeno (1975) y Pequeno (1989; 1997;

2000) asi lo indican (Figura 1.1).

Pequeno et al. (1990), refiiéndose a los peces chilenos, dejaron en
evidencia la falta de informacion sobre sus aspectos bioldgicos y
distribuciéon geogrdfica, relacionados con aspectos ecolégicos, genéticos
y conductuales. De este modo, han surgido nuevas fuentes de
incertidumbre con respecto al estudio de este diverso grupo de peces. El
desconocimiento de la distribucion geogrdfica, asi como el de los origenes
y relaciones biogeogrdficas de la ictiofauna chilena son atribuibles, en

parte, a la escasez de estudios de taxonomia y sistemdtica, disciplinas que



son requisitos ineludibles para el estudio de cualquier aspecto sobre la

biologia de estos organismos (Pequeno 2000).
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Figura 1. 1. NUmero de especies de peces en Chile, consideradas por diferentes
autores. Modificado de Pequeno (2000), con permiso del autor.



La especie en estudio, Mustelus mento (Figura 1.2), pertenece a la
Clase Chondrichthyes, categoria taxondmica que presenta diversas
caracteristicas y estructuras anatdmicas consideradas como caracteres
plesiomoérficos para los gnatostomados, tales como un endoesqueleto
formado completamente por cartilago calcificado, carecer de vejiga
natatoria y presentar dientes no fusionados a la mandibula (Rasmussen &
Arnason 1999a). Ademdads, de la base de las aletas pélvicas de los machos,
surgen unas estructuras infromitentes denominadas mixopterigios u
érganos copuladores por Lagler et al. (1984) o bien claspers (Rasmussen &

Arnason 1999a), que ayudan al macho en el momento del apareamiento

(Romer 1966).
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Figura 1.2. Ejemplar hembra de Mustelus mento, capturada frente a Caleta
Higuerillas, Concdn, V Regidn, Chile. Julio de 2003.



Siguiendo la clasificacion taxondmica propuesta por Nelson (1994),
la Clase Chondrichthyes se divide en las Subclases Elasmobranchii y
Holocephali. La primera consta de 763 especies (Nelson 1984) y presentan
entfre cinco vy siete pares de aberturas branquiales de insercion lateral o
ventral, su piel estd cubierta por denticulos dérmicos y el cartilago

palatocuadrado no esta fusionado al craneo (Compagno 1984a).

La Subclase Holocephali, integrada por 30 especies (Nelson 1994),
corresponde al grupo de las quimeras, las que se diferencian de los
elasmobranquios por presentar aberturas branquiales cubiertas por un
opérculo, no presentar ningun tipo de escamas sobre la piel y porque el
cartilago palatocuadrado estd fusionado al crdneo (Romer 1966; Lagler et
al. 1984; Grogan et al. 1999). El estudio de la anatomia de los peces de
este taxdn, especialmente de su mandibula, ha ayudado a comprender la
diversificacion de los condrictios con respecto a ofros peces (Grogan et al.

1999).

En las Ultimas décadas, gracias a los grandes avances logrados en el
campo de la biologia molecular, se han podido estudiar diversos
caracteres genéticos, proporcionando abundantes datos para examinar
el flujo y la variacion de los genes en poblaciones naturales (Heist 1999) asi

como también, segun lo senalado por Smith & Benson (2001), para la



correcta identificacion de especies. Se ha intensificado la discusion sobre
el origen filogenético de los tiburones y la relacion que éstos podrian tener
con respecto a otros grupos de peces o incluso a los vertebrados terrestres
(Cao et al. 1998; Rasmussen & Arnason 1999b), tema que segun Rasmussen
& Arnason (1999a0) no se ha profundizado adecuadamente en

gnhatostomados.

Algunos rasgos en la anatomia de los condrictios, tales como el
endoesqueleto cartilaginoso o la carencia de opérculo eran
considerados, en un principio, como caracteristicas anatodmicas primitivas.
Posteriormente, con ayuda de la filogenética molecular, se llega a una
conclusion opuesta, ya que los rasgos mencionados anteriormente
corresponderian a variantes modernas, propias de un largo y complejo
proceso evolutivo, que se expresaria como la mantencién de una tipica

condicion embrionaria en el tiempo (Arnason et al. 2001).

A pesar de que la flogenética molecular se ha transformado en una
herramienta poderosa para dilucidar la historia evolutiva de distintos
grupos de animales marinos y terrestres, aun se presentan bastantes
dificultades para confeccionar un drbol filogenético definitivo (Cao et al.
1998). Con respecto a este campo de la investigacion, es importante

resaltar lo senalado por Cancino & Meléndez (2000) en cuanto a que el



desarrollo de la sistemdatica filogenética, cuyas bases se encontrarian en
Darwin (1872), sirven de enlace conceptual y metodoldgico entre la
evolucion, ecologia y biogeografia; emergiendo como disciplina
integracionista y con el potencial para obtener evidencia de la ancestria

a partir de todos los campos de la biologia bdsica y aplicada.

1.2. Antecedentes generales sobre el sistema digestivo en condrictios

El aparato de alimentacidon de los vertebrados es un complejo
sistemma mecdnico, que en peces adquiere variados niveles de
complejidad (Lagler et al. 1984; Motta et al. 2002). El intestino espiral
(Figura 1.3), aparte de estar presente en todos los condrictios, se puede
encontrar en varios grupos de peces 6seos e incluso en cicléstomos
(Romer 1966). Su gran utilidad radica en que proporciona una vasta
superficie de contacto con el alimento en un tubo relativamente corfo y
compacto, lo que a la vez permite a estos peces tener mds espacio para

el estbmago, higado, Utero y ofros érganos internos (Crow et al. 1990).



Figura 1.3. Parte del tubo digestivo de Mustelus mento. (a) Intestino, (b) bazo, (c)
higado, (d) estbmago pildrico, (e) estbmago cardiaco, (f) pdncreas.

Segun lo senalado por Compagno (1988), este tipo de intestino
presentaria tres variantes morfoldégicas de acuerdo a la forma o
disposicion de las espiras internas y el nUmero y posicion de los puntos de
fijacion con la pared intestinal. La primera es la del tipo conicoespiral,
consistente en series de conos y que es caracteristica de la especie
Mustelus laevis (Carcharhiniformes: Triakidae); la segunda es la del tipo
anular, formada por una serie de anillos paralelos aplanados y que estd

presente en la especie Ginglymostoma cirratum (Orectolobiformes,



Ginglymostomatidae) y la tercera es la tipo pergamino, correspondiente a
un rollo que gira en torno al eje longitudinal del intestino, caracteristico de
Galeocerdo cuvier (Carcharhiniformes: Carcharhinidae) (Jollie 1962 fide

Crow et al. 1990).

1.3. Antecedentes generales sobre la especie en estudio

Mustelus mento (Carcharhiniformes: Triakidae) (Figura 1.2) es una
especie que habita las costas del Pacifico sudoriental, desde las islas
Galdpagos hasta el extremo sur de Chile, incluyendo el archipiélago de
Juan Ferndndez. Por otra parte, existen registros de esta especie en el
Atlantico sudoccidental (Compagno 1984b; Pequeno 1989; Pequeno ef al.
1990) (Figura 1.4) que, segun lo senalado por Compagno (1984b), podrian
corresponder a ofras especies del mismo género similares externamente,

como Mustelus schmitti o M. fasciatus.

Vive preferentemente cerca de la costa, entre los 16 y 50 m de
profundidad (Compagno 1984b). La especie es conocida comUnmente
como “musola fina” (Compagno 1984b), “tollo blanco” (Sielfeld & Vargas

1992) o “tollo” (SERNAPesca 2001; pescadores artesanales, com. pers.).
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Figura 1.4. Distribucién de Mustelus mento. Se muestra en color rojo las zonas

habitadas por la especie en estudio. Modificado de Aflas Mundial Microsoft
Encarta.

Segun Sielfeld & Vargas (1992) existiian mdas de diez especies de
"tollo" en nuestro pais, las que corresponden a Galeorhinus galeus (tollo

cazoén), Triakis maculata (tollo manchado), Mustelus mento (tollo blanco),



M. whitneyi (tollo), Aculeola nigra (tollo negro de cachos), Centroscyllium
granulatum (tollo negro raspa), C. nigrum (tollo negro peine), Squalus
acanthias (tollo de cachos), S. mitsukurii (tollo de cachos), Deania calcea
(tollo pajarito), Efmopterus villosus (tollo lucero de Hawaii), E. granulosus
(tollo negro narigdn) y E. pusillus (tollo lucero liso), y que pertenecen a
distintos grupos taxondmicos denfro de la Clase Chondrichthyes. Lo
anterior, junto a la carencia de especialistas que cuenten con los medios
necesarios para llevar un adecuado control de las capturas, hace dificil
que se logre conocer en forma mds precisa el real efecto de la presion de

pesca sobre la especie en estudio.

1.4. Antecedentes sobre la pesqueria de elasmobranquios

En la actualidad el estado en que se encuentran muchas de las
poblaciones de fiburones en el mundo es escasamente conocido, lo que
dificulta el desarrollo e implementacidn de medidas de conservacion
apropiadas tendientes a mantener sus poblaciones en el largo plazo. Esta
falta de conocimiento se basa en varios factores, tanto politico-culturales
como bioldégicos, y queda de manifiesto en el bagjo interés que
tradicionalmente se ha demostrado por el manejo e investigacion de los

elasmobranquios. El mal concepto publico que se ha tenido durante largo
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tiempo con respecto a estos peces, junto a las dificultades logisticas
asociadas al estudio de ellos, han sido determinantes en el bajo interés

historico por su investigacion (Shivji et al. 2002).

Dada la marcada disminucion en la cantidad y calidad de las
capturas de peces 6seos, es importante incrementar en forma significativa
el nUmero de estudios bioldgicos en elasmobranquios antes de que sean
sobreexplotados, mds aun si se considera el creciente interés mundial por

el consumo de estos peces (Frisk et al. 2001; Smith & Benson 2001).

Los elasmobranquios, a diferencia de muchas especies de peces
6seos, son animales particularmente longevos y de crecimiento lento, con
altas edades de primera madurez sexual, bajas fecundidades y a menudo
largos periodos de gestacion, el efecto de la pesca sobre ellos se

manifiesta de forma mds notoria (Musick et al. 2000; Frisk et al. 2001).

Son muy poco conocidos los distintos efectos que provocan algunas
condiciones ambientales sobre pardmetros bioldgicos tales como la edad
y talla, tanto de primera madurez sexual como la fecundidad vy
mortalidad. Se han utilizado modelos predictivos empiricos para estimar
pardmetros vitales en algunas especies, sin contar con suficientes datos de
historia de vida o demogrdficos, a pesar de lo dificil que resulta aplicar

estos modelos pesqueros tradicionales, basados generalmente en la

11



determinacion de edad de los ejemplares, lo cual en elasmobranquios es

un drea dificil de abordar (Frisk et al. 2001).

Mds antecedentes sobre manejo y regulacidn pesqueros son
entregados por Musick et al. (2000), que hace referencia a la American
Fisheries Society (AFS) y a algunas sugerencias y medidas tomadas para
proteger a los elasmobranquios. La AFS exige la liberacidon de tiburones y
rayas correspondientes a fauna acompanante que estén en condiciones
de sobrevivir y sugiere que las agencias reguladoras deben velar por la
utilizacion completa de los ejemplares capturados, prohibiendo el
desperdicio y el finning. Ademds, dada la condicién migratoria de casi
todos los fiburones, sobre todo los de mayor tamano, se manifiesta la
necesidad de crear planes que integren varias dreas geogrdficas y

politicas.

El mayor entendimiento y la elaboraciéon de nuevos y mejores
meétodos para determinar pardmetros bioldgicos en elasmobranquios,
especialmente los que tienen relacidon con su reproduccién y ontogenia,
son cruciales para el desarrollo de regimenes de manejo mds eficientes en
favor de estos peces (Leonard et al. 1999; Frisk et al. 2001). Varios
antecedentes bioldgicos en diversos grupos de elasmobranquios son

entregados por Benson et al. (2001), lo que en conjunto con el estudio de

12



algunas correlaciones morfofuncionales (Evans & Piermarini 2001),
morfolodgicas (Motta et al. 1997) e histolégicas (Leake 1975), constituyen un
valioso aporte al conocimiento de varios aspectos bioldgicos de los
elasmobranquios, que van a permitir comprender de mejor forma el

comportamiento de sus pardmetros vitales.

1.5. Pesqueria de Mustelus mento en Chile

A partir de 1990 SERNAPesca comienza a registrar las capturas de
Mustelus mento bajo el nombre de “tollo” en la categoria de peces. Sin
embargo, esta informacion dista bastante de la real canfidad de
ejemplares de esta especie que son capturados anualmente, siendo los
problemas de identificacion la principal causa de estas imprecisiones en

los datos historicos.

Segun SERNAPesca (2001), las capturas de tollo han disminuido

considerablemente durante la década en que estas capturas han sido
registradas (Tabla 1.1; Figuras 1.5 y 1.6). La disminucion sostenida en los
desembarques pueden ser motivos de discusion y de creacion de nuevos

proyectos de investigacion. Por ahora se debe hacer énfasis en

13



proporcionar datos bioldgicos bdsicos y de ecologia poblacional si se

quiere llegar a regular la pesca de esta especie.

Tablal.1. Desembarque de Mustelus mento, en toneladas por Regidn a partir de 1990
Datos obtenidos de SERNAPesca (2001).

Regiones
Ao 1 ] [} v \' Vi Vil vil X X Xi Xl Total
1990 13 7 150 1 45 0 190 1 37 260 313 O 1017
1991 10 0 51 0 59 3 199 5 243 251 77 10 908
1992 2 2 8 0 51 4 158 3 27 140 63 0 458
1993 20 10 8 0 21 7 17 0 49 56 17 0 375
1994 21 33 3 5 56 6 100 13 27 26 1 0 291
1995 22 8 2 7 31 1 14 32 3 73 0 0 193
1996 13 23 1 0 46 4 73 21 2 23 0 0 206
1997 19 4 0 3 9 15 29 11 0 18 0 0 108
1998 5 0 5 1 13 16 1 3 1 0 56
1999 15 42 81 11 86 0 0 1 0 0 0 1 237
2000 4 0 0 0 16 11 8 49 0 38 14 3 143
2001 5 0 1 0 12 3 3 0 1 21 9 2 127
2002 0 1 0 2 10 10 6 1 2 17 1 7 57
Total Regién 149 129 310 28 509 58 904 152 390 979 495 146 4119
1200
1017
1000 A

Toneladas

937
800
588
600
481
398

400

193 225 208
200 - 108 143 128

i = A A e
0 - o T - T T L T T \! T !\ T T \!

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002

Anos

Figura 1.5. Desembarques totales (toneladas) de Mustelus mento por ano segin
SERNAPesca (2001).
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1.4. Parasitologia

Un buen aporte al conocimiento de los hdbitos alimentarios vy
distribucién de los tiburones es el de los estudios parasitoldgicos. Los
pardsitos han sido utilizados como indicadores bioldgicos o marcadores
para proporcionar informacién sobre varios aspectos de la biologia del
hospedador (Wiliams et al. 1992). Los aportes realizados por distintos
autores, tales como Carvajal (1974), Carvajal & Ruiz (1987) Escalante &
Carvajal (1981), Caira (1990), Olson et al. (1999), Knoff et al. (2001), Suriano
& Labriola (2001), Ruhnke (1996) y Ruhnke et al. (2000), entre ofros, se han
utiizado para contribuir al esclarecimiento de distintas dudas sobre
flogenia y taxonomia, tanto de los pardsitos como de los elasmobranquios
que los confienen. Las bondades del marcaje con pardsitos en
comparacién a elementos artificiales, que pudieran alterar el normal
comportamiento del hospedador, son destacadas por Williams et al. (1992)

en estudios pesqueros tendientes a definir distintas poblaciones de peces.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos generales

2.1.1. Caracterizar morfolégicamente el tubo digestivo de M. mento.

2.1.2. Aportar nuevos antecedentes bioldgicos y morfolégicos a la
identificacion y clasificacion de Mustelus mento.

2.1.3. Aprender, como bidlogo marino, a enfrentar una investigacion

cientifica.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Describir caracteristicas macroscopicas generales del tubo digestivo
de Mustelus mento vy las relaciones anatémicas del intestino espiral.

2.2.2. Describir los tipos de tejidos que constituyen el intestino espiral en M.
mento.

2.2.3. Describir la histologia de la pared del intestino espiral y las principales
diferencias entre espiras.

2.2.4. Discutir la importancia de las estructuras histoldgicas del intestino y su
posible relacion con la especificidad parasitaria de los céstodos que

habitan en ella.
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3. Materiales y métodos

3.1. Especie en estudio

Se trabajé con ocho ejemplares de la especie Mustelus mento

(Figura 1.2), identificados segun clave de Compagno (1984b).

Los individuos fueron capturados por pescadores artesanales en la
bahia de Valparaiso y en la Décima Regidn, frente a Valdivia, entre los
meses de noviembre de 2002 y julio de 2004 mediante redes. Se llevd
material de fijacion a terreno, aunque se intenté mantener vivos a los

ejemplares hasta su procesamiento en laboratorio.

3.2. Procesamiento de las muestras

3.2.1. Diseccién de los ejemplares

Se realizd una incisidon desde la cintura pectoral hasta la cintura
pélvica, se diseco y perfundio el intestino espiral con 400 ml de fijador a

través de las venas ventral y dorsal intestinal (Figuras 3.1; 3.2 y 3.3).
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Figura 3.1. Vista ventral de una hembra de Mustelus mento. Se realiza una
incisiéon en el abdomen, desde la cintura pectoral hasta la cintura pélvica del
ejemplar, para disecar el intestino.
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Figura 3.2. Se diseca el intestino de M. mento (a) del resto del tubo digestivo
cortando en la zona anterior. Luego se cierra un extremo para realizar la fijacion
por perfusion.

Figura 3.3. Se muestra el momento de la perfusidon del intestino espiral de M.
mento. Se inyecta fijjador en la vena anterior intestinal (a). Posteriormente se
repite la accidon a través de la vena dorsal intestinal.
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Posteriormente la muestra es dejada en un recipiente con
abundante fijador, en una relacidén 10:1 de volumen de fijador con
respecto al volumen de la muestra. Esta se mantiene inmersa en el fijador a
4°C entre 14 y 18 horas. Posteriormente se abre el intestino y se separa una
muestra de 1 cm? de cada espira para luego realizar los procedimientos

histoldgicos necesarios (Figuras 3.4y 3.5).

Figura 3.4. Diseccion del intestino para extraer muestras de las espiras internas. Se
realiza un corte longitudinal. (a) Espira 1; (b) espira 2; (c) espira 3; (d) espira 4; (e)
vena dorsal intestinal.
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Figura 3.5. Se separa una muestra de cada espira intestinal inferna para analizar
bajo la lupa. Posteriormente se aplica el fratamiento para microscopia segin sea
necesario.
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3.2.2. Estudios con microscopia de luz

3.2.2.1. Fijacion

Las muestras fueron fijadas con AFA, consistente en 90 partes de

alcohol de 7090, 5 partes de formalina al 4% y 5 partes de &cido acético TM.

3.2.2.2. Deshidratacion.

Se deshidratd en alcoholes de concentracion creciente.

i Alcohol 50° 10 minutos.
ii. Alcohol 50° 10 minutos.
iii. Alcohol 70° 10 minutos.

iv. Alcohol 80° 10 minutos.

V. Alcohol 90° 10 minutos.

Vi. Alcohol 90° 10 minutos.

vii.  Alcohol absoluto 10 minutos.

vii.  Alcohol absoluto 10 minutos.

iX. Alcohol absoluto + Butanol 10 minutos.
X. Butanol 10 minutos.

Xi. Butanol 5 minutos.
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3.2.2.3. Preinclusion

Butanol y Paraplast 10 minutos.

3.5.2.4. Inclusién y corte

Se incluyd en Paraplast, formando blogques pequenos con la muestra
puesta en la orientacion deseada segun el tipo de corte a realizar. Los
cortes histolégicos serdn realizados con un micrétomo rotatorio y tendrén 7

a 8 um de grosor.

Procedimiento

Paraplast 1 por 10 minutos a 56-57¢ C.
ii. Paraplast 2 por 10 minutos a 56-57°¢ C.

il Paraplast 3 por 5 minutos a 56-57¢ C.
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3.2.2.5. Tincion de los cortes

3.2.2.5.1. Hematoxilina - eosina (Culling. 1974)

Componentes

6 g de hematoxilina.
i. 300 ml de alcohol absoluto.
ii. 300 ml de agua destilada.

iv. 300 ml de glicerol.

V. 30 ml de dcido acético glacial.
Vi. Alumbre de potasio en exceso.
Resultados

El nicleo se ve de color azul intenso, mientras que el tejido

conectivo y el citoplasma se ven de color rosado.
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3.2.2.5.2. Alcian Blue (Culling 1974)
Método standard para grupos dcidos (COOH y OSOsH) (Pears 1960)

Hidratar los cortes hasta el agua.

i. Tenir con Alcian blue 8 GX (1%) en dcido acético (3%); pH 2.5) por
30 minutos.

il Lavar con agua.

iv. Deshidratar, limpiar y montar en resina.

Resultados

Mucopolisacdridos dcidos de color azul oscuro.

ii. NUcleos azul mds claro.

Alcian blue (pH 1.0) para grupos sulfato (Pears 1960)

Técnica histoquimica que permite revelar la presencia de grupos

sulfato asociados a mucoproteinas.
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Procedimiento

Poner los cortes en agua.
i Tenir con Alcian blue 8 GX (1%) en acido clorhidrico (0.1N) por 30

minutos. Enjuagar rapidamente con HCI (0.1N).

V. Secar con papel filtro fino.
Vi. Deshidratar con alcohol, limpiar con xilol y montar en resina.
Resultados

Mucosustancias sulfatadas se tinen de color azul oscuro.

3.2.2.5.3. Van Gieson (M<c Manus & Mowry 1960)

Componentes (solucién 1)

5 ml Fucsina acuosa dacida (1%).

ii. 100 ml Acido picrico acuoso saturado.
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Componentes (solucién 2)

15 ml Fucsina acuosa dcida (1%).
ii. 50 ml Acido picrico acuoso saturado.

il 50 ml agua destilada.

Resultados

Coladgeno de color rosado a rojo.
ii. NUcleos azul oscuro a negro.

iii. Musculatura amairilla.

3.2.3. Estudios con microscopia electrénica de barrido

3.2.3.1. Fijacion

Se fijan los pardsitos en glutaraldehido 1M al 4% en buffer fosfato a

pH 7.2. La fijacion se realiza por inmersion a 4°C durante 24 horas.
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3.2.3.2. Deshidratacion

Se deshidratd en alcoholes de concentracion creciente.

Etanol 70° 10 minutos
il Etanol 80° 10 minutos

iii. Etanol 20° 10 minutos

V. Etanol 95° 10 minutos

V. Etanol 98° 10 minutos

Vi Etanol 100° 15 minutos

vii.  Etanol 100° y Acetona 100% (1:1) 15 minutos
vii.  Acetona 100% 15 minutos

Posteriormente se realiza el secado a punto critico. Las muestras
completamente deshidratadas son montadas en un soporte de aluminio

para realizar el sombreado en oro para la observacion al microscopio.
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3.3. Andlisis de las muestras

Se realizaron observaciones a nivel macroscopico y microscodpico del
intestino de Mustelus mento. Las fotografias de los caracteres morfoldgicos
macroscopicos del intestino y del procedimiento de diseccion de los

ejemplares fueron tomadas con una cdmara digital Sony TRV-530.

Las microfotografias de cortes histoldégicos de las espiras intestinales
fueron tomadas con una cdmara fotografica mecdnica conectada a un
microscopio de luz. Posteriormente se digitalizaron las imdgenes con un

scanner Genius ColorPage-Vivid3X Series v1.1.

Se recolectaron todos los pardsitos céstodos de los intestinos
analizados para su identificacion. Las muestras fueron fijadas en alcohol

96°, AFA o formaldehido y conservadas hasta ser identificadas.
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4. Resultados

4.1. Morfologia externa de la especie en estudio

La especie Mustelus mento (Figura 4.1) se caracteriza por ser de
cabeza aplastada dorsoventralmente y nariz de longitud moderada. Las
narinas se ubican ventralimente, por delante de los ojos y el hocico,
careciendo de barbillas en sus extremos. Los flaps nasales que cubren las
narinas son cortos y relativamente triangulares (Figura 4.2). El hocico de los
ejemplares de esta especie es relativamente pequeno y redondeado,
mientras que sus pliegues labiales externos son cortos, aunque mayores
que los internos (Figura 4.2). Sus ojos son ovalados, de disposicion lateral y

poseen membrana nictitante (Figura 4.3).

O,im '

Figu}a 4.1. Vista lateral externa de dos hembras de Mustelus mento. (a) Primera
aleta dorsal, (b) segunda aleta dorsal, (c) aleta caudal, (d) aleta pectoral
izquierda, (e) aleta pélvica izquierda, (f) aleta anal.
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Figura 4.2. Vista ventral de la cabeza de una hembra de M. mento. (a) Flap nasal
y (b) Pliegue labial superior.

El rostro del crdneo es de tipo tripode vy las paredes preorbitales del
condrocrdneo estdn incompletas. Presenta cinco pares de aberturas
branquiales de disposicion lateral (Figura 4.3). El dorso es de color gris vy
presenta puntos blancos a lo largo de la linea lateral, desde la cabeza

hasta la aleta caudal (Figuras 4.1 y 4.3). La regidon ventral es de color
blanco (Figura 4.4).
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Figura 4.3. Vista dorsal de la cabeza de M. mento. (a) Membrana nictitante, (b)
espirdculo, (c) aberturas branquiales, (d) linea lateral.

El fronco es cilindrico, posee dos aletas dorsales carentes de
aguijones bastante similares en cuanto a forma y tamano (Figura 4.1). En la
region ventral hay dos aletas pélvicas y una aleta anal (Figura 4.4). La aleta
caudal es claramente heterocerca, con mayor desarrollo de su lébulo
superior; sin quillas laterales en el pedunculo caudal (Figura 4.5).
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Figura 4.4. Vista ventral de una hembra de M. mento. (a) Aleta pectoral, (b)
aleta pélvica, (c) aleta anal, (d) aleta caudal.

4.2. Observaciones macroscoépicas del intestino espiral

El intestino se ubica entre el estbmago pildrico y el recto (Figura
4.5). Su longitud corresponde aproximadamente al 12% de la longitud
total del cuerpo del individuo. Es un 6rgano alargado vy fusiforme,
cubierto por una pared, en cuyo interior se presenta un complejo

sistema de camaras (Figuras 4.6y 4.7).
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'Figurq 4.5. Vista externa de parte del tubo digestivo de M. mento. (a) Intestino,
(b) estédmago pilérico, (c) bazo (d). estdbmago cardiaco.

La superficie externa de la pared del intestino es lisa. Se aprecia un
leve estrechamiento en los puntos de insercidon de las espiras internas.
Sobre la pared intestinal se destacan cuatro vasos sanguineos principales,
los cuales recorren el intestino en sentido longitudinal, dos de ellos por la
region ventral y los ofros dos por la dorsal. La region dorsal del intestino
espiral es recorrida longitudinalmente por la arteria y vena intestinal
posterior, también llamadas arteria o vena dorsal intestinal, una rama de la

vena pancredtico-mesentérica. Por ofra parte, en la region ventral del
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infestino se encuentran la arteria y la vena anterior intestinal, fambién
dispuestas longitudinalmente. Estos cuatro vasos sanguineos presentan
ramificaciones perpendiculares al eje longitudinal del intestino, sobre los

sitios de union de la pared externa con las espiras (Figura 4.6).

- 1cm

Figura 4.4. Vista dorsal externa del intestino espiral de M. mento. (a) Vena
dorsal intestinal, (b) ramificacién de la vena dorsal intestinal, (c) arteria
dorsal intestinal, (d) ramificacion de la arteria dorsal intestinal.

La superficie interna de la pared intestinal presenta numerosos

pliegues o evaginaciones a lo largo de toda su extensidon, los cuales
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aumentan la superficie de contacto con el alimento. Estos pliegues son de
similares caracteristicas a los que se observan sobre cada espira. La pared
se proyecta hacia el interior dando origen a las espiras internas, que le dan

el nombre al intestino espiral (Figura 4.7).

Segun la estructura y disposicion interna de las espiras (Figura 4.7), de
acuerdo al criterio de Compagno (1988), se clasifica al intestino de
Mustelus mento como conicoespiral, lo cual es un rasgo muy comun en el

Orden Carcharhiniformes, aunque hay excepciones.

La longitud total de las espiras internas, desde el dpice hasta la base
del cono, va disminuyendo a medida que se avanza en sentido antero-
posterior. Se ubican en serie, dejando un espacio reducido entre ellas, a

través del cual circula el alimento para ser absorbido.

Los patrones de corrugacion de la superficie de las espiras varian en
y enfre ellas. En las del extremo anterior se observa una serie de
evaginaciones que se extienden formando lineas casi paralelas entre si y
distribuidas en forma oblicua con respecto al eje longitudinal del intestino
(Figura 4.8). Este rasgo desaparece a medida que se avanza hacia las

espiras de la regidon posterior (Figura 4.7).
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Las espiras de la zona media y posterior del intestino presentan
vellosidades mdas largas que las observadas en las primeras fres espiras, y
dispuestas formando una red (Figura 4.9), por lo que ofrece una mayor
superficie de contacto con el alimento, que a este nivel ya estd digerido

casi por completo.

La superficie de las espiras de la region posterior o terminal,
presentan vellosidades intestinales formando lineas con una misma

orientaciéon, unidas entre si formando un entramado. Se observan criptas

relativamente profundas.

LY, .
- .
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Figura 4.7. Vista interna de la intestino espiral de M. mento. Se muestran las
primeras dos espiras(a) Superficie externa de la intestino, (b) corrugaciones de la
superficie interna de la pared del intestino, (c) segunda espira, (d) primera espira,
(e) punto de unidn de la primera espira a la pared externa de la intestino, (f)
cara interna de la pared intestinal.
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Figura 4.8. Primera espira del intestino de M. mento. (a) Parte de un pardsito, (b)
pliegues de la superficie intestinal(12x)

Figura 4.9. Superficie de la novena espira intestinal de M. mento. Se senalan las
vellosidades intestinales (12x)
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4.3. Observaciones microscopicas

La pared intestinal estd constituida principalmente por cinco capas
concéntricas de tejido desde el lumen hasta la cara externa. Estas son: la
mucosq, la muscular de la mucosa, la submucosa, la conjuntiva y la serosa
o adventicia (Figura 4.10). Las espiras internas presentan una constitucion
similar en cuanto a las capas de tejido que las componen hasta la
submucosa. Sin embargo, como presentan epitelio absortivo por ambos

lados, no hay una capa serosa o adventicia (Figura 4.11y 4.12).
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Figura 4.10. Corte fransversal de la pared externa de la intestino espiral de M.
mento. Se observan las distintas capas de tejido que la componen. (a) Epitelio,
(b) muscular de la mucosa, (c) submucosa, (d) capa de fejido conjuntivo y (e)
ldmina serosa o adventicia (100x; HE).
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Figura 4.11. Corte histolégico en sexta espira intestinal de M. mento. Se muestra
la doble capa de epitelio absortivo en las caras opuestas de ella. (a) Mucosa,
(b) submucosa, (c) muscularis mucosae, (100x; HE).

Figura 4.12. Corte transversal en la séptima espira interna. Se muestra el estrecho
contacto con la pared externa del intestino(a), el lumen (b) y el enrollamiento de
la espira sobre el eje longitudinal del intestino. (100x, HE)

4.3.1. Mucosa

Es la capa de epitelio que se encuentra en contacto con el alimento
en el lumen intestinal. Presenta vellosidades altas que forman criptas
epiteliales profundas y de tamano variable (Figura 4.13). El epitelio que

cubre las vellosidades intestinales es monoestratificado y estd formado por

42



células prismdaticas y cilindricas, encargadas de la funcidon absortiva, vy

células caliciformes secretoras. Las células absortivas son muy numerosas,

de forma cilindrica y presentan ribete en cepillo y glucocdlix en el margen
apical. Su nucleo es alargado y se ubica en la regidon basal de la célula.

Las secretoras estdn intercaladas entre las absortivas (Figura 4.14).

Figura 4.13. Corte histolégico de pared externa del intestino espiral de M. mento.
Se senalan las criptas epiteliales (40x, van Gieson).
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Figura 4.14. Corte transversal en tercera espira del intestino de M. mento. (a)
Vellosidades intestinales, (b) criptas de la mucosa, (c) epitelio, (d) ribete en
cepillo, (e) ldmina propia, (f) células absortivas y (g) células caliciformes. (400x;
HE).

Las células caliciformes son grandes y su nucleo estd desplazado
hacia la base de la célula por la gran cantidad de vesiculas de secrecion
presentes en el citoplasma. El principal compuesto secretado por estas
células es la mucina, glicoproteina que al hidratarse forma el mucus,
sustancia lubricante. Se encuentran intercaladas irregularmente entre las

células absortivas, con las cuales pueden presentar complejos de union.

Bajo las células epiteliales se ubica la Idmina propia o corion, capa
muy celular que forma el estroma de las vellosidades (Figura 4.14). Esta

constituida por tejido conjuntivo laxo con abundante tejido linfoide,
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nodular o difuso. También se presentan vasos sanguineos, vasos linfaticos y

nervios.

La Ultima capa de tejido que compone la mucosa es la muscular de
la mucosa o muscularis mucosae (Figura 4.15). Se frata de una delgada
capa de musculatura circular que se encuentra bajo la Idmina propia. Se

encuentra alo largo de todo el intestino.

3 S N PR AN z
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Figura 4.15. Corte transversal en espira intestinal de M. mento. (a) Muscular de la
mucosa, (b) vasos sanguineos, (c) fibras coldgenas (50x; van Gieson).

45



La capa de tejido conjuntivo se ubica entre el epitelio intestinal y la
muscular de la mucosa. Estd formada por tejido conectivo y le da el

soporte a la ldmina basal (Figura 4.16).

Figura 4.16. Submucosa de segunda espira de intestino en M. mento. Se senalan
las capas de tejido conjuntivo (100x; van Gieson).
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4.3.2. La submucosa

En la pared externa la submucosa se dispone entre la muscular de la
mucosa y la capa de tejido conjuntivo que la separa de la serosa (Figura
4.10). En las espiras se ubica entre las dos musculares de la mucosa (Figura

4.11).

Estd constituida principalmente por fibras coldgenas y tejido
muscular, entre los cuales se dispone una gran variedad de vasos
sanguineos de complejas paredes, con capas de musculatura circular y de
tejido eldstico (Figuras 4.17; 4.18). Contiene células adiposas, nodulos
linfaticos, ganglios nerviosos involuntarios y nervios. El grosor de esta capa

varia segun la region intestinal.

En la submucosa se presentan también gldndulas tubuloacinosas
compuestas cuyos conductos excretores se abren en las criptas. Secretan
mucus para proteger la mucosa. En el exterior, hay una capa delgada de

epitelio simple sobre la cual se ubica la serosa o adventicia.
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Figura 4.17. Submucosa intestinal de M. mento. (a) Muscular de la mucosa, (b)
nUcleo en fibra muscular, (c) manojos coldgenos, (d) musculatura longitudinal,
(e) conjuntivo (400x; van Gieson).
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Figura 4.18. Arteria en tercera espira intestinal de M. mento. (a) Capa eldstica
interna, (b) lumen, (c) capa muscular entre fibras eldsticas, (d) coldgeno, (e)
endotelio cuboidal. (100x; HE).
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4.3.3. Determinacion de pardasitos

Se encontraron en total tres especies de céstodos tetrafilideos fijados
en el intestino de seis de los ocho ejemplares de Mustelus mento
estudiados. Se determind que éstas corresponden a Orygmatobothrium
musteli  (Figuras 4.19; 4.20), Phyllobothrium lactuca y Calliobothrium

verticillatum (Figuras 4.21; 4.22).

No se tomaron fotografias de los ejemplares de Phyllobothrium
lactuca, porque fueron enviados de inmediato al Dr. Timothy Ruhnke de
West Virginia College para realizar la secuenciacion de ADN para estudios

posteriores.

Tabla 4.1. Abundancia de pardsitos céstodos en el intestino de cada ejemplar de Mustelus
mento analizado.

Parasitos
Hospedador O. musteli P. lactuca C. verticillatum
Ejemplar 1 4 1 -
Ejemplar 2 3 2 2
Ejemplar 3 5 - 1
Ejemplar 4 3 - -
Ejemplar 5 - - -
Ejemplar 6 - - -
Ejemplar 7 5 - -
Ejemplar 8 5 - -
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Figura 4.19. Microfotografia tomada con microscopio electrénico de barrido del
escolex de Orygmatobothrium musteli, extraido del intestino de M. mento.

0,5 mm

Figura 4.20. Montagje in tofo de un ejemplar de la especie Orygmatobothrium
musteli extraido del intestino de M. mento. Se muestra el escdlex y primeras
proglétidas.
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Figura 4.21. Se muestra un ejemplar de Calliobothrium verticillatum fijado a la
superficie de la tercera espira del intestino de Mustelus mento. El circulo sefiala el
lugar en que el pardsito se fija al hospedador; (a) pliegues internos de la
superficie intestinal y (b) pardsito.

Figura 4.22. Microfotografia electronica de barrido de proglétida madura de
Calliobothrium verticillatum encontrado en el intestino de M. mento. Se senala el
poro genital (a).
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5. Discusion

El mayor problema que ha motivado esta tesis de pregrado, y que
se manifiesta tdcitamente como uno de los principales objetivos, es la falta

de informacidn bioldgica e histoldgica en elasmobranguios chilenos.

Desde un punto de vista general, los antecedentes que aporta este
estudio tienden a complementar el insuficiente conocimiento que aun
existe sobre diversos aspectos bdsicos y especificos en la biologia de los
peces que componen la muy diversa ictiofauna chilena, hecho que ya ha
sido discutido desde hace mds de una década por autores tales como
Pequeno (1989), Pequeno et al. (1990) y Sielfeld & Vargas (1992) y mds
recientemente por Rojas & Pequeno (1998) y Lamilla & S&ez (2003), entre
otros. Este vacio de informacién sobre diversos aspectos bioldgicos y de
distribucién geogrdfica, junto con aspectos ecoldgicos, genéticos,
conductuales y de los origenes filogenéticos, tal como expresa Pequeno
(2000) deberian complementarse con estudios de taxonomia vy
sistemdtica, disciplinas que son requisitos indispensables para el estudio de

cualquier aspecto de la biologia de los peces.

En pesqueria, la composicion de las capturas suele ser descrita en
forma incompleta y la fiscalizacion estatal es insuficiente por falta de

recursos tanto econémicos como humanos. Esta situacion no es ajena a
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los condrictios en general y se manifiesta de forma especial en rayas, que
generalmente atraen menor atencién de la opinidon publica pese a que
llegan a tener la misma o mayor importancia que otros tiburones en varias
partes del mundo (Compagno 2002). En Chile existen 38 especies de
batoideos (Lamilla & Sdez 2003), y las que son ingresados en las
estadisticas pesqueras como ‘“raya” corresponden a principalmente
Dipturus chilensis y D. trachyderma, ya que las demds especies por o

general son descartadas.

Lo que ocurre con tiburones de hdbitos peldgicos que son
procesados o descartados, representa un problema que debe ser resuelto
a la brevedad, ya que son estos los que presentan las menores tasas de
crecimiento y reproduccion, por lo que son mas vulnerables a la pesca y

menos capaces de responder en poco tiempo a la sobreexplotacion.

Segun estos antecedentes, es dificil evaluar el efecto real que se
estd produciendo en las poblaciones de elasmobranquios que sin ningun

conftrol estdn siendo extraidos constantemente.

Mustelus mento, que no representa un alto porcentaje de las
capturas totales de peces en nuestro pais estd siendo explotado hace
muchos anos y su extraccidon ha decaido considerablemente en la Ultima

década (SERNAPesca 2002). No se ha especificado si esta disminucion de
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los desembarques se debe a que se ha disminuido el esfuerzo pesquero o
a que las poblaciones de esta especie han recibido un fuerte impacto y

estdn decreciendo.

Para lograr un uso sustentable de los recursos, se debe aumentar los
conocimientos sobre sus hdbitos e historia de vida. Los recursos no pueden
ser manejados sin ser estudiados, y no pueden ser conservados sin
manejarlos en base a datos de los mds variados aspectos de su biologia.
Es importante crear la conciencia de que es la falta de informacion de
aspectos bioldgicos de los tiburones chilenos la que ha incidido en forma
negativa frente al desarrollo sustentable de la actividad extractiva en este

grupo de peces.

Mustelus mento es conocido comunmente como tollo en el dmbito
pesquero. Sin embargo, no existe plena certeza de que todo lo informado
con este nombre a las autoridades corresponda efectivamente a esta
especie. Es importante destacar que esta situacidn no se origina
necesariomente por el sector pesquero, sin0 que es un problema que
abarca aspectos tan fundamentales como la educacion ambiental y la
capacitacién, tanto de los fiscalizadores como de los pescadores. Al

respecto, cabe senalar que Sielfeld & Vargas (1992) asocian el nombre
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“tollo” a mds de diez especies de distintos taxa, en base a propuestas

personales y comunicacion personal con pescadores.

Los resultados de este estudio son conocimientos morfoldgicos a
distintos niveles del intestino espiral de Mustelus mento, que no estdn
presentes en la literatura al nivel logrado en esta ocasidn. Trabajos
anteriores que incluyen aspectos de morfologia, tales como Lagler (1984) y
Nelson (1994), entre ofros, estdn dirigidos, en su mayoria, a describir la
anatomia externa del pez, por lo que la anatomia interna surge como un
apoyo y alternativa a esta forma de identificar y clasificar a las especies.
Recientemente Lamilla & Sudrez (2003) senalan a este respecto que la
taxonomia de los batoideos en el mundo han sufrido cambios drasticos
desde el momento en que se empiezan a utilizar elementos de su
morfologia interna, tales como el andlisis del condrocrdneo y estructura

inferna de los érganos copuladores.

Existen ofros aspectos que son muy poco conocidos con respecto al
potencial uso que se le puede dar los fiburones y rayas que hasta ahora
son desechados o cuyo aprovechamiento se limita sélo a la venta de
aletas a mercados orientales. En algunos érganos de los tiburones existen
compuestos quimicos de uso terapéutico frente a diversas enfermedades

progresivas del ser humano. La escualamina ha sido importante en la

56



industria de los fdrmacos dado su uso frente a enfermedades que
presentan altos porcentajes de mortalidad. La diversificacion de las
terapias contra el cdncer junto con el descubrimiento de moléculas como
la escualamina en tiburones surge como una alternativa muy efectiva y
menos danina que la cirugia y otras quimioterapias de alta toxicidad al
representar una nueva forma de atacar los fumores, limitando su irrigacion
y previniendo de esta forma las metdstasis o el crecimiento tumoral, lo cual
ha hecho surgir un nuevo campo de investigacion aun no explorado en

Chile.

Mustelus mento pertenece a la Clase Chondrichthyes, grupo de
peces que presenta diversas caracteristicas y estructuras anatdmicas
consideradas como caracteres plesiomorficos para los gnatostomados y
que a su vez los diferencia de ofros grupos icticos (Rasmussen & Arnason
1999a). Rasgos de la anatomia de condrictios, tales como el
endoesqueleto cartilaginoso o la carencia de opérculo eran
considerados, en un principio, como caracteristicas anatémicas primitivas.
Ya se senald en la infroduccion que con biologia molecular estas
concepciones han ido variando para postular ideas diametralmente
opuestas, como la que senala que los rasgos mencionados anteriormente
corresponderian a la mantencion de una tipica condicidn embrionaria en

el tiempo producto de un largo y lento proceso de evolucion (Arnason et
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al. 2001). Esto demuestra que con la aplicacion de nuevas tecnologias se
pueden cambiar antiguas concepciones erréneas con respecto a este

grupo de peces.

Las primeras observaciones realizadas en el intestino de Mustelus
mento tienen relacion con la anatomia externa del mismo. Liama la
atencidon que el alimento ingerido sea absorbido completamente en este
corto trayecto. Su longitud mucho menor que la del intestino de otros
vertebrados marinos y terrestres, que incluso podrian presentar dietas muy
similares. En este sentido se puede inferir que la evolucion guid la
diferenciacion de esta parte del tubo digestivo a favor del desarrollo en
tamano de ofros érganos, principalmente del higado, que toma gran
importancia al dar mayor flotabilidad al pez junto con almacenar lipidos,

carbohidratos y vitaminas (Lagler 1984).

En la superficie del intestino se observan la arteria y vena dorsal o
posterior intestinal y por el lado opuesto la arteria y vena ventral o anterior
intestinal, que se reUnen en la vena porta hepdtica. Estos vasos sanguineos
se ramifican sobre la unidn de las espiras internas con la pared externa del
intestino, proporcionando una fuerte irrigacion sanguinea, la cual es

necesaria para el transporte de los nutrientes que alli se absorben.
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En el interior del infestino se observan las espiras cuyo numero varia
segun la especie. En Mustelus mento hay nueve espiras. Cada una de ellas
presenta vellosidades en ambas caras, aumentando notablemente Ia
superficie de contacto con el alimento. A lo largo de estos pliegues se van
produciendo las Ultimas absorciones de los nutrientes. Por su parte, la
pared intestinal, que envuelve el conjunto de espiras, presenta una
superficie interna de similares caracteristicas a la de las espiras a medida
gue se avanza en sentido antero posterior. La variacion en la altura de las
vellosidades y los patrones de corrugacion de la superficie indican que no
se absorben los mismos compuestos a lo largo de todo el intestino, sino

que habria una compartimentalizaciéon de la absorcion de nutrientes.

El tubo digestivo es un sistema que involucra varias secciones, cada
una de ellas con una funcidén especifica. La morfologia tanto a nivel
MAcCro como microscopico va a estar condicionada al tipo de
alimentacién de los individuos. De esta manera, en los tiburones tenemos
dos estdmagos: el primero con una fuerte labor mecdnica y el otro mds
dedicado a la digestion y absorcion de lipidos. A confinuacion se dispone
el intestino, como en los demds grupos de vertebrados “superiores”, pero
que a diferencia de otros presenta una variante morfoldgica que se
conoce con el nombre de intestino espiral. Este tipo de intestino con su

compleja morfologia interna es muy importante en el éxito evolutivo de los
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condrictios. Como ya se senald en la infroduccion, un intestino que ocupa
poco espacio en el abdomen del pez permite tener un mayor desarrollo
de ofros érganos infernos. Un higado muy grande en comparacion al de
ofros vertebrados les proporciona mayor flotabilidad, que a la vez
representa un menor gasto de energia para mantenerse a determinada
profundidad, tomando en cuenta que los tiburones presentan boyantez o

flotabilidad negativa.

La histologia del intestino, ha sido generalmente descrita con mayor
detalle en mamiferos y entrega informacion que puede ser utilizada como
apoyo a la comprension de las funciones fisiolégicas que cumple. En este
senfido se considera como un aporte valioso el enfregar detalles
estructurales tan finos en fiburones chilenos y que en un futuro puedan

ayudar a comprender el metabolismo de las microestructuras intestinales.

El uso de técnicas histoldgicas permitid conocer la anatomia
intestinal inferna en mayor profundidad. Se observan cinco capas bdasicas
de tejido, que se mantienen a lo largo de todo el intestino, variando sélo

en grosor.

Se han observado diferencias muy notorias en el epitelio y capa
submucosa del intestino de Mustelus mento con respecto a estudios en

dos especies chilenas del género Dipturus (resultados no publicados). El
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epitelio absortivo en D. chilensis presenta varias capas de células, a
diferencia de lo descrito en Mustelus mento que presenta un epitelio
pseudoestratificado. Por ofra parte, la distribucion de fibras coldgenas en
la submucosa es diferente en ambas especies, no encontrdndose en la
raya los gruesos manojos coladgenos enconfrados en Mustelus mento. Los
vasos  sanguineos son mds parecidos enfre  ambas especies,
encontrédndose en la raya vasos de variados calibres y complejidad

estructural de sus paredes.

Es importante comparar la anatomia interna de especies del Orden
Rajiformes y Carcharhiniformes dada la gran diferencia en sus anatomias
externas y por ser infegrantes de dos grupos separados dentro del grupo
de los Neoselachii, que abarca a todos los elasmobranquios vivientes

Compagno (2002).

Sigue pendiente la tarea de profundizar en la caracterizacion
morfoldgica del intestino espiral de Mustelus mento a nivel molecular. Se
espera en el futuro poder complementar el presente estudio con
microscopia electronica, tanto de transmision como de barrido, para
definir las diferencias que pudieran existir entre las espiras, tanto en su
superficie como en sus capas internas. Por ofra parte, la microscopia

electronica de transmisidon permitird determinar con mayor certeza a qué
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nivel corresponderia la unidn entre los pardsitos y el hospedador, y asi
definir si sélo se trata de una unidn mecdnica de anclgje tipo llave

cerradura o si estan involucrados complejos de union mds especificos.

Aungue la morfologia del intestino no sea un cardcter taxondmico
de uso prdctico en la identificacion especifica, precisar las caracteristicas
de su superficie va a ayudar a comprender de mejor manera el por qué
de la especificidad parasitaric que se da entre céstodos vy
elasmobranquios vy, sobre la base de ello, profundizar posteriormente en

estudios de biogeografia, ecologia y evolucion.

Otro aspecto importante que permite confirmar lo senalado
anteriormente por Carvajal (1974), Wiliams et al. (1992), Escalante &
Carvajal (1981), Caira (1990), Olson et al. (1999), Knoff et al. (2001) vy
Suriano & Labriola (2001), es el de la identificaciéon de los pardsitos
céstodos encontrados en el intestino, y asi considerar a los pardsitos y al
hospedador como parte de una asociacion, que se mantiene estable
desde hace mucho fiempo, por lo que permite realizar inferencias
respecto a la evolucidon del hospedador con respecto a ofras especies
que comparten caracteristicas morfoldégicas externas similares y que
habitan en otros lugares del mundo. En esta materia se han logrado

avances importantes por autores como Olson et al. (1999), Ruhnke (1996) y
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Ruhnke et. al. (2000), por citar algunos, ocupando herramientas como la
biologia molecular para poder establecer los conceptos y cambios que

han ocurrido en el campo de la filogenética molecular.

Los pardsitos encontrados en los ejemplares de M. mento analizados
para la realizacion de esta tesis confirmaron las determinaciones hechas
previamente por Carvajal (1974). Sin embargo, se debe tener en cuenta
que el objetivo de determinar pardsitos intestinales en M. mento, es para
agregar un rasgo estable a su identificacion, y por consiguiente a su
clasificacion. En este sentido cabe senalar que ninguno de los pardsitos
encontrados en el intestino de M. mento son especie especificos al

hospedador mencionado.

Suriano & Labriola (2001) senalan que van Beneden (1850) describiria
una especie nueva de tetrafilideo pardsito de Mustelus mustelus, este
nuevo pardsito seria conocido como Anthobothrium musteli hasta 1889,
ano en que segun las mismas autoras, Zschokke lo reubicaria en el género
Orygmatobothrium. Euzet (1959) redescribe a O. musteli, considerada la
especie tipo del género, a partir de muestras extraidas del mismo
hospedador. Brickle et al. (2001) registra la presencia de este pardsito en el
intestino de Mustelus asterias, especie distribuida en el Atldntico norte

(Compagno 1984b). No obstante lo anterior, O musteli ha sido encontrado,
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hasta la fecha, sélo en tiburones del género Mustelus, ya sean del
Atldntico norte o del Mar Mediterrdneo, por lo que en Chile puede ser
utilizado como indicador de Mustelus mento, ya que existe especificidad a

nivel de género.

La especie Phyllobothrium lactuca, es la que presentd mayores
dificultades para su estudio. El género Phyllobothrium ha sufrido muchos
cambios en lo que respecta al niUmero de especies que incluye. Ruhnke
(1996) en un esfuerzo por establecer un criterio fijo en la identificaciéon de
especies de este género senala que los pardsitos deben cumplir tres
caracteristicas estructurales bdsicas para ubicarse dentro de este género:
a) tener cuatro botridios bifidos en el escdlex, b) presencia de érgano
glandular apical en el escdlex y c) presencia de esfinter vaginal muscular
en el poro genital de las proglotidas. De esta manera se ha podido
detener la circulacidon de especies por este género, que habia sido un
receptdculo de otras especies que no cabian en los demds taxa (Wardle

& Mc Leod. 1952).

Phyllobothrium lactuca fue identificado por Brickle et al. (2001)en
Mustelus asterias y Aragort (2003) lo encuentra en varias especies del
género Raja. Este Ultimo antecedente no corresponde a una publicacion

sometida al arbitraje de un comité evaluador de alguna revista cientifica,
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por lo que no serd considerado en esta tesis para evaluar la importancia
de este pardsito como indicador bioldégico del género Mustelus, o como

senala Ruhnke (1996) para especies de la Familia Triakidae.

La tercera especie de pardsito presente en el intestino de M. mento
es Calliobothrium verticillatum, que segun Cherry et al. (2003) estd presente
también en Mustelus canis. Este pardsito se caracteriza por poseer tres
ventosas en cada boftridio en la etapa de adulto (Cherry et al. 2003). El
hecho de no haber sido encontrado parasitando en especies de otros
géneros de elasmobranquios, lo avala como buen indicador bioldgico. Sin
embargo, fue una especie de baja importancia relativa con respecto a

Orygmatobothrium musteli.
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6. Conclusiones

La biologia de muchas especies de elasmobranquios sigue siendo
poco conocida y mds aun la de las especies chilenas, que conforman un
grupo muy diverso. Es importante estudiar la anatomia interna de Mustelus
mento, tanto por la falta de antecedentes biolégicos sobre esta especie,
como por ser parte del Orden Carcharhiniformes, grupo que incluye al 56%

de todos los tiburones vivientes.

Uno de los logros obtenidos a través de este estudio es la descripcion
del intestino espiral de Mustelus mento a nivel macroscopico vy
microscopico. Con esto se aporta a un drea de investigacion que en

elasmobranquios ha sido poco estudiada.

Los métodos propuestos para el procesamiento de las muestras, si
bien permitieron obtener buenos resultados para el objetivo de observar y
describir la pared del intestino a nivel macroscopico y microscopico,
dejaron en evidencia la necesidad de continuar investigando la ultra
estructura, biologia molecular y biogquimica, tanto de los tejidos de la
pared intestinal como la de los pardsitos que en ella se hospedan. Ademds,
los resultados obtenidos crean interrogantes sobre la fisiologia digestiva de
la especie en estudio con respecto a ofros peces que viven en el mismo

ambiente y comparten los mismos itemes alimentarios.
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Los resultados indicaron que existen diferencias a nivel de la
superficie de las espiras y con respecto a la estructura interna de éstas, que
estdn dadas por la importancia relativa de las capas o estratos que
componen las espiras y no corresponden a la presencia o ausencia de

alguna de estas capas.

Las diferencias a nivel histoldgico se expresan en el grosor de la
mucosa y caracteristicas de la submucosa. Estas diferencias morfoldgicas
distinguen a Mustelus mento de ofros elasmobranquios. Sin embargo, para
que los aspectos morfoldgicos de las espiras intestinales sirvan como
cardcter anatdmico de identificacion, se debiera complementar estos
resulfados con la morfologia del intestino de otras especies del mismo

género.

La constitucion de la parasitofauna observada entre las espiras
intestinales de Mustelus mento, en la que el grupo dominante es el Orden
Tetraphyllidea, demostrdé que existen diferencias muy notables en relacion
a lo que se ha observado en otros grupos de elasmobranquios chilenos,
tales como Dipturus chilensis y D. trachyderma, en las cuales son
dominantes especies del Orden Trypanorhyncha. Sin embargo, se
observaron similitudes con respecto a los pardsitos encontrados por otros
investigadores en ejemplares del género Mustelus capturados en distintas

partes del mundo.
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Se concluye que son buenos indicadores especificos de Mustelus
mento los céstodos Orygmatobothrium musteli y Calliobothrium
verticillatum. No existen evidencias suficientes para senalar que
Phyllobothrium lactuca no es un buen marcador bioldgico para tiburones
del género Mustelus, por lo que comparte la condicidon senalada
anteriormente con los ofros céstodos estudiados en Mustelus mento

durante la realizacion de esta Tesis.
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